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1. LADIABETES DE TIPO 1 INCREMENTA LA SINTESIS
DE OXIDO NITRICO NEURONAL Y DE ANIONES
SUPEROXIDO Y NO MODIFICA LOS NIVELES DE
PEROXINITRITOS EN ARTERIA MESENTERICA DE RATA

E. Sastre', L. Caracuel', J. Blanco-Rivero', N. de las Heras?,
V. Lahera? y G. Balfagon'

'Departamento de Fisiologia, Facultad de Medicina, Universidad
Auténoma de Madrid; Instituto de Investigacion Sanitaria La Paz
(IdIPaz), Madrid. *Departamento de Fisiologia, Facultad de
Medicina, Universidad Complutense de Madrid, Madrid.

Introduccion: La inervacion nitrérgica es primordial en el con-
trol del flujo sanguineo mesentérico. La diabetes induce complica-
ciones vasculares asociadas con un incremento en estrés oxidativo
y sintesis de peroxinitritos. (ONOO"). Sin embargo, Joslin Medalist
Study sugiere la existencia de factores protectores endogenos en
diabetes de tipo 1. El objetivo de este trabajo fue analizar la posi-
ble modulacion de la sintesis de ONOO- en diabetes.

Métodos: Se utilizaron segmentos de arteria mesentérica sin en-
dotelio de ratas controles y diabéticas (induccion con estreptozo-
tocina, 55 mg/kg; 8 semanas). Se analizé el efecto de inhibidor no
especifico de la 6xido nitrico sintasa (NOS) L-NAME (0,1 mM), y del
inhibidor especifico de la NOS inducible AMT (5 nM) sobre la res-
puesta vasoconstrictora inducida por estimulacion eléctrica (EE),
asi como la respuesta vasodilatadora al donante de o6xido nitrico
(NO) DEA-NO. Se midio la liberacion de NO en presencia o ausencia
del inhibidor especifico de la NOS neuronal 7-NI (0.1 mM). Los nive-
les de aniones superoxido (O,) y de ONOO™ también fueron deter-
minados.

Resultados: El L-NAME increment6 la vasoconstriccion inducida
por EE en ambos grupos experimentales, pero en mayor medida en
segmentos de ratas diabéticas. La incubacion con AMT no alter6 la
respuesta vasoconstrictora a EE. La vasodilatacion inducida por
DEA-NO fue similar en segmentos de ambos grupos experimentales.
En ratas diabéticas las liberaciones de NO y de O, fueron incre-
mentadas, mientras que la sintesis de ONOO" no se vio modificada.

La preincubacion con 7-NI practicamente aboli6 la liberacion de NO
inducida por EE.

Conclusiones: La aplicacion de EE indujo la liberacion de NO de
origen neuronal de la inervacion nitrérgica, a través de la NO sinta-
sa neuronal. En ratas diabéticas de tipo 1 las liberaciones de NO y
de O, fueron incrementadas, mientras que la sintesis de ONOO" no
se vio modificada, indicando que la sintesis del toxico ONOO" es li-
mitada. Estos resultados sugieren que los that O,” podrian estar
implicados en otra ruta metabdlica, limitando de esta manera la
sintesis de ONOO-, y por lo tanto contribuyendo al mantenimiento
de la funcion de la inervacion nitrérgica en diabetes.

Este estudio fue financiado por el Ministerio de Ciencia e Inno-
vacion (SAF2009-10374), el Ministerio de Economia y Competitivi-
dad (SAF2012-38530) y la Fundacion Mapfre.

2. REGULACION POR ANGIOTENSINA Il DE LA EXPRESION
VASCULAR DE ENZIMAS IMPLICADA EN LA SINTESIS
DE PROSTANOIDES

A. Aguado Martinez', 0. Zhenyukh', M.S. Avendaiio Herrador’,

L. Garcia Redondo!, C. Rodriguez Sinovas?, J. Martinez Gonzalez?,
M.J. Alonso Gordo?, D. Dixon*, A.M. Briones Alonso’

y M. Salaices Sanchez'

'Universidad Auténoma de Madrid, Instituto de Investigacion
Hospital La Paz (IdiPAZ), Madrid. 2Centro de Investigacion
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Carlos, Alcorcén. “University of Kansas Medical Center,
Kansas City.

Introduccion: Angiotensina Il (Ang Il) e interleuquina 1§ (IL-1p)
estan implicadas en patologias cardiovasculares a través de sus
acciones proinflamatorias. Entre ellas, la induccion de enzimas
como COX-2, que con el concurso de diferentes sintasas como las
prostaglandina E sintasas (PGES), prostaciclina sintasa (PGIS) y
tromboxano A sintasa (TXAS) producen prostanoides con diferen-
tes acciones en la pared vascular. COX-2 es un gen de respuesta
temprana; su expresion depende de la actividad transcripcional
del promotor y de la estabilizacion del mRNA a través de protei-
nas como HuR.
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Objetivo: Evaluar si Ang Il potencia las acciones inflamatorias
inducidas por IL-1B en la pared vascular a través de la produccion
de prostanoides de COX-2, los mecanismos implicados y el posible
papel funcional de dichas acciones.

Métodos: Se utilizaron células musculares lisas de aorta de rata
que se estimularon con Ang Il y/o IL-1f (4 o 24h). Los niveles de
mRNA y proteina se analizaron por qPCR y “western blot”, respec-
tivamente. La proliferacion se midié con un “kit” comercial y la
migracion por “wound healing”y “transwell”. La actividad del pro-
motor y de la region 3’UTR de COX-2 se midi6 por ensayos lucifera-
sa, la translocacion al citoplasma de HuR por inmunofluorescencia
y fraccionamiento celular y la unién de HuR al mRNA de COX-2 por
inmunoprecipitacion. En el modelo de ligadura de cardtida la ex-
presion de COX-2, mPGES-1 y TXAS se realizé por inmunohistoqui-
mica.

Resultados: 1) IL-18 (10 ng/ml) increment6 la expresion de
COX-2, mPGES-1y TXAS. 2) Ang Il (0,1 mM) aumento la expresion
de PGIS y TXAS y potencio y disminuyd, respectivamente, la ex-
presion de COX-2 y de mPGES-1 inducida por IL-1B. 3) La poten-
ciacion de la expresion de COX-2 se inhibié con un inhibidor de
ERK1/2 y se acompaii6 de un aumento en la estabilidad del
mRNA y de la actividad luciferasa de la 3’UTR; dicho aumento
fue bloqueado por inhibidores de ERK1/2 y HuR. La combinacion
de Ang lI+IL-1B promovio la translocacion al citoplasma vy la
union de HuR al mRNA de COX-2. 4) Ang Il potencid la migracion
pero no la proliferacion celular inducida por IL-1p, efecto que se
bloqued con inhibidores de COX-2, ERK1/2, HuR, TXAS y con an-
tagonistas de los receptores TP, EP-1 y EP-3. 5) La adicion exo-
gena de PGE, y de un analogo de TXA, aumentaron la migracion.
6) Tras la ligadura de cardtida aumento la expresion de COX-2,
mPGES-1 y TXAS.

Conclusiones: 1) Ang Il modula diferentemente la expresion vas-
cular de COX-2, mPGES-1, PGIS y TXAS inducida por IL-1f. 2) La
potenciacion de la expresion de COX-2 inducida por Ang Il esta me-
diada por ERK1/2 y se debe al aumento en la estabilidad del mRNA
mediado por HuR. 3) TXA,y PGE, derivados de COX-2 participan en
el efecto potenciador de Ang Il sobre la migracion celular inducida
por IL-1B. 4) Estos efectos podrian contribuir a las acciones proin-
flamatorias de Ang Il en la pared vascular.

Subvencionado por MINECO (SAF2012-36400), ISCIII (RD12/0042/
0024) FMM.

3. DIFERENTE REGULACION DE NOX-1 Y NOX-4 POR
INTERLEUQUINA-13 Y ANGIOTENSINA Il A NIVEL
VASCULAR
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Medical Center, Kansas City.

Introduccion: Las especies reactivas de oxigeno (ROS) tienen un
papel importante en la inflamacion y el remodelado vascular a tra-
vés de procesos de proliferacion, migracion y adhesion celular. La
NADPH oxidasa (NOX) es la fuente principal de ROS en las arterias
y estimulos como la angiotensina Il (Ang Il) e interleuquina 1B (IL-
1B) pueden inducir su expresion. NOX esta compuesta por distintas
subunidades siendo NOX-1, NOX-4 y NOX-5 las principales en los
vasos. Diferentes proteinas de union a mRNA como HuR pueden
participar en la estabilizacion del mRNA de NOX.

Objetivo: 1) Evaluar los efectos de la estimulacion conjunta con
Ang Il e IL-1B sobre la expresion de NOX-1 y NOX-4, la actividad
NOX y la produccion de ROS asi como los mecanismos implicados y
el papel funcional de ROS.

Métodos: Se utilizaron células musculares lisas de aorta de rata
y de humano, que se estimularon con Ang I+ y/o IL-18 (4 o 24h).
Los niveles de mRNA se analizaron por gPCR. La actividad NOX se
midié por la quimioluminiscencia producida por lucigenina y la
produccion de ROS por la fluorescencia producida por dihidroeti-
dio. La translocacion al citoplasma de HuR se realizé por inmu-
nofluorescencia y fraccionamiento celular. La unién de HuR al
MRNA de NOX-1 se midié por inmunoprecipitacion de mRNA. La
proliferacion se midi6 con un “kit” comercial y la migracion celu-
lar por “wound healing” y “transwell”. La actividad del promotor
y de la region 3’UTR se analiz6 con ensayos de actividad lucifera-
sa.

Resultados: IL-1B (10 ng/ml) incrementé la expresion de NOX-1,
la actividad NOX y la produccion de ROS, y disminuyo la expresion
de NOX-4. Ang Il (0,1 pM) potencio la expresion NOX-1, la actividad
de NOX y la produccién de ROS inducida por IL-1b y no modificé la
disminucion de NOX-4 promovida por IL-1f. La potenciacion de
la expresion de NOX-1 inducida por Ang Il se redujo con inhibidores
de ERK1/2, de p38MAPK y de JNK, pero no de PI3K y se acompaii6
de un aumento en el mRNA que fue bloqueado por un inhibidor de
HuR. La estimulacion con Ang lI+IL-1B promovi6 la translocacion al
citoplasma y la union de HuR al mRNA de NOX-1. La disminucion de
la expresion de NOX-4 inducida por IL-1B se revirtié con los inhibi-
dores de ERK1/2, JNK y PI3K y fue debida a una disminucion de la
actividad transcripcional. Ang Il potencid la migracion inducida por
IL-1b, pero no la proliferacion, efecto que se bloqued con un inhi-
bidor de NOX-1.

Conclusiones: 1) Ang Il potencia el incremento en la expresion
vascular de NOX-1 inducida por IL-18 por aumentar la estabilidad
del mensajero mediado por HuR; sin embargo, Ang Il no afecta a
la disminucion de la expresion de NOX-4 inducida por dicha cito-
quina. 2) Las ROS producidas por NOX-1 participan la migracion
celular inducida por Ang II+IL-1p. 3) Estos efectos podrian contri-
buir a las acciones proinflamatorias de Ang Il e IL-1f3 en la pared
vascular.

Subvencionado por el MINECO (SAF2012-36400), ISCIIl (RD12/
0042/0024), FMM y Fundacién Mapfre.

4. PAPEL DE LAS ISOFORMAS DEL IR E IGF-1R
EN LA MIGRACION DE LAS CELULAS DE MUSCULO LISO
VASCULAR

N. Beneit', L. Perdomo’, O. Escribano’, S. Diaz-Castroverde?,
N. de las Heras?, M. Benito' y A. Gomez-Hernandez'

'Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular I, Facultad de
Farmacia, UCM, CIBERDEM, Madrid. *Departamento de Fisiologia,
Facultad de Medicina, UCM, Madrid.

Objetivo: Una de las principales causas de mortalidad en los
pacientes diabéticos es la enfermedad cardiovascular. Dichos pa-
cientes muestran una aterosclerosis acelerada, caracterizada por
un incremento de la proliferacion, adhesion y migracion de las cé-
lulas de musculo liso vascular (VSMCs). En este contexto, nosotros
analizamos los efectos diferenciales de la insulina e IGFs en la mi-
gracion de las VSMCs y la contribucion de las isoformas del IR (IRA
e IRB), IGF-1R asi como los receptores hibridos (IRA:IGF-1R e
IRB:IGF-1R).

Métodos: Se han generado nuevas lineas de VSMCs con IR e IGF-
1R (IRLoxP*/*VSMCs; IGF-1RLoxP*/* VSMCs), sin IR (IR/-VSMCs) o IGF-
1R (IGF-1R’- VSMCs) y que expresen solo la IRA (IRA VSMCs) o IRB
(IRB VSMCs). Se estudio la migracion en todas las lineas de VSMCs
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por ensayo de cierre de herida a las 6, 12 y 24h y se analizo la pre-
sencia de receptores hibridos por inmunoprecipitacion con IRbeta y
Western blot frente al IGF-1R.

Resultados: La insulina induce la migracion de VSMCs a través
del IR (principalmente a través de la isoforma IRA) y en menor
medida a través del IGF-1R. Asi, el mayor incremento se observo en
IRLoxP** e IRA VSMCs a las12h y en IGF-1R/- VSMCs a las 24h de
tratamiento con insulina, respectivamente. IGF-1 produjo aumen-
tos significativos en la migracion de todas las lineas celulares in-
cluidas las IR/ VSMCs, excepto en las células IGF1R’- VSMCs. Sin
embargo, IGF-2 indujo la migracion a través de la IRA o de los re-
ceptores hibridos IRA:IGF-1R. Asi, el maximo efecto inducido por
IGF-2 fue en la migracion celular observada en las IRA VSMCs a las
12 h, a través de los homodimeros IRA o formando receptores hibri-
dos con el IGF-1R.

Conclusiones: Nuestros resultados sugieren que la migracion in-
ducida por insulina, IGF-1 e IGF-2 podria estar favorecida por el
aumento de la expresion de IRA e IGF-1R como ocurre en las etapas
tempranas del proceso aterosclerotico o en la aterosclerosis acele-
rada de pacientes diabéticos.

5. LA L-CARNITINA MODULA LA ACTIVIDAD Y EXPRESI()N
DE LA NADPH OXIDASA A TRAVES DE LA PROTEINA
QUINASA C Y EL SISTEMA NF-KB

A.J. Blanca Lobato’, M.V. Ruiz Armenta', S. Zambrano Sevilla’,
J.L. Miguel Carrasco', .M. Gonzalez Roncero?, E. Revilla Torres?,
A. Mate Barrero' y C.M. Vazquez Cueto'

'Departamento de Fisiologia, Facultad de Farmacia, Universidad
de Sevilla, Sevilla. 2UGC Nefrologia, Hospital Universitario Virgen
del Rocio, Sevilla. Departamento de Bioquimica, Facultad de
Farmacia, Universidad de Sevilla, Sevilla.

Objetivo: Es bien conocida la afectacion de organos diana como
el corazon y el rindn en enfermedades cardiovasculares. En muchos
casos las lesiones son consecuencia de un incremento de estrés
oxidativo, existiendo un aumento en la formacion de especies reac-
tivas de oxigeno (ERO) procedentes de la alta actividad de la enzi-
ma NADPH oxidasa. Dado que existen antecedentes sobre las pro-
piedades antihipertensivas y antioxidantes de la L-carnitina (LC),
el objetivo de este estudio es evaluar el efecto que ejerce la LC
sobre la actividad/expresion de la NADPH oxidasa, la produccién de
peroxido de hidrogeno y los niveles de nitrotirosina. Ademas, estu-
diamos el efecto de la LC sobre dos elementos claves en la activa-
cion y expresion de la NADPH oxidasa: la proteina quinasa C (PKC)
y el sistema NF-kB.

Métodos: Para llevar a cabo este estudio, hemos utilizado la
linea celular NRK-52E (células epiteliales del tubulo proximal).
Las células fueron estimuladas con angiotensina Il (Ang Il,) 107M,
para favorecer la generacion de un fenotipo hipertensivo caracte-
rizado por un aumento de estrés oxidativo. La preincubacion de
las células con LC, en su caso, se llevo a cabo a una concentracion
de 10 M. La actividad NADPH oxidasa se determiné mediante lu-
minometria, con el empleo de lucigenina. Los estudios de expre-
sion génica y proteica se llevaron a cabo mediante técnicas de
PCR a tiempo real y Western blotting, respectivamente. La acti-
vidad PKC se determiné utilizando un kit colorimétrico comer-
cial.

Resultados: La incubacion de las células NRK-52E con Ang Il pro-
voco un aumento en la produccion de radicales libres de oxigeno
(0,7 y H,0,) y en los niveles de nitrotirosina, efectos que fueron
acompanados de modificaciones en la expresion de las diferentes
isoformas de la NADPH oxidasa. La preincubacion con LC provoco la
normalizacion de todos estos parametros. Por otro lado, los aumen-
tos en la actividad PKC y en la activacion del complejo NF-kB, ob-

servados tras la estimulacion con Ang Il, fueron revertidos hasta
valores normales tras la preincubacion con LC.

Conclusiones: L-carnitina reduce el estrés oxidativo inducido
por la Ang Il a través de su actuacion sobre la enzima NADPH oxida-
sa, modulando su actividad y expresion mediante la regulacion de
la PKC y del sistema NF-kB.

Agradecimientos: Consejeria de Salud y Bienestar Social, Junta
de Andalucia (PI-0060/2012). A. J. Blanca, M.V. Ruiz-Armenta y S.
Zambrano son contratados del proyecto de investigacion Pl
0060/2012. Agradecemos a la Dra. Ana Fortuho su amabilidad por
la cesion de las células usadas en el estudio.

6. LAS PROSTAGLANDINAS LIBERADAS POR EL TEJIDO
ADIPOSO PERIVASCULAR PRESENTAN EFECTOS
VASOACTIVOS SOBRE ARTERIAS DE RESISTENCIA

EN RATAS SANAS Y OBESAS

E. Nava Hernandez, S. Llorens Folgado, Y. Mendizabal Castillo
y M.A. de la Cruz Morcillo

Universidad de Castilla-La Mancha, Albacete.

Objetivo: Las prostaglandinas, sintetizadas en importantes
cantidades por el endotelio vascular, constituyen uno de los fac-
tores mas importantes en la regulacion del tono vascular. En los
Gltimos afos se esta prestando especial atencion al tejido adiposo
perivascular (PVAT), como un elemento que, junto con el endote-
lio vascular, contribuye con sus adipoquinas a la regulacion vaso-
motora. Se sabe desde hace anos que los adipocitos liberan pros-
taglandinas en grandes cantidades. Pese a ello, no se ha descrito
nunca el papel vasoactivo de las prostaglandinas de origen adipo-
citario. El objetivo de este trabajo es determinar si la grasa ad-
venticial de arterias de resistencia expresa, sintetiza y libera
PGE2, prostaciclina y TXA2 y caracterizar el posible papel vasoac-
tivo sobre dichos vasos

Métodos: Se disecaron segmentos de arterias mesentéricas de
resistencia procedentes de ratas control (WKY) y obesas (SHROB)
de la siguiente forma: grupo A, arteria sin PVAT, eliminando todo
el tejido adventicial (preparacion tradicional); grupo B, arteria
con PVAT, manteniendo una esfera de tejido adiposo perivascular
alrededor del vaso; o grupo C, PVAT aislado, disecando exclusiva-
mente la grasa perivascular y eliminando la arteria. La funcion
endotelial se valoré en los grupos Ay B por medio de miografia de
Mulvany estimulando con acetilcolina (ACh). La expresion y acti-
vidad de ciclooxigenasa 2 (COX-2) se analizd en el grupo C. La li-
beracion de metabolitos de prostaglandinas (PGEM, 6-keto-PGF,
y TXB,) se midié por ELISA en los grupos Ay B tras estimulacién con
acetilcolina.

Resultados: El PVAT aislado del mesenterio mostré expresion y
actividad de COX-2 en ambos grupos, similar entre tejidos de WKY
y SHROB. EL ELISA mostro la liberacién de metabolitos de PGE,,
prostaciclina y TXA, tanto en arterias aisladas (grupo A), como en
arterias con PVAT (grupo B). En el grupo A, los niveles de TXB, fue-
ron mayores en SHROB que en WKY vy, en general, la liberacion de
metabolitos cuantitativamente mayor en este grupo A que en el B.
En éste Gltimo se detectd la liberacion de todos los metabolitos de
las prostaglandinas en niveles similares en WKY y SHROB. La mio-
grafia mostro que las arterias sin PVAT (grupo A) de SHROB, pero no
las de WKY, relajan mucho mejor a ACh que las arterias con PVAT
(grupo B). La inhibicion de la actividad de la COX-2 (NS-398) mejo-
ré notablemente la respuesta a ACh de las arterias con PVAT, espe-
cialmente en SHROB. El bloqueo de receptores de PGE2 (SC 19220)
o prostaciclina (CAY 10441) ofrecio resultados heterogéneos. El
bloqueo de receptores de TXA, (SQ 29548) aumento la respuesta a
ACh de las arterias con PVAT de SHROB. Sin embargo, la inhibicion
de TXA, sintasa (furegrelato) no reprodujo este efecto.
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Conclusiones: El tejido adiposo adventicial es una fuente,
hasta ahora desconocida, de prostaglandinas con efecto vaso-
motor. La presencia de este tejido esta relacionada con la dis-
funcion endotelial de las arterias de SHROB y la respuesta de
éstas a las prostaglandinas del PVAT condiciona dicha disfun-
cion.

7. ACTIVACION DE LAS METALOPROTEINASAS 2
Y 9 EN PACIENTES HIPERTENSOS CON “ESCAPE”
DE ALBUMINURIA

H. Pulido Olmo’, C. Cerezo?, J. Segura?, C.F. Garcia Prieto?,
B. Somoza’, I. Aranguez', R. Kreutz*, L.M. Ruilope?,
G. Ruiz Hurtado? y M.S. Fernandez Alfonso’

'Instituto Pluridisciplinar y Facultad de Farmacia, Universidad
Complutense, Madrid. *Unidad de Hipertension, Instituto de
Investigacion imas12, Hospital 12 de Octubre, Madrid.
3Departamento de Ciencias Farmacéuticas y de la Alimentacion,
Facultad de Farmacia, Universidad CEU-San Pablo, Madrid.
“Department of Clinical Pharmacology and Toxicology,
Charité-Universitdtsmedizin, Berlin, Alemania.

Objetivo: Se ha descrito que existe un “escape” de albuminuria
en pacientes hipertensos controlados con antihipertensivos inhibi-
dores del sistema renina-angiotensina-aldosterona. El objetivo del
estudio fue analizar en el plasma de estos pacientes la actividad de
enzimas que degradan la matriz extracelular y que podrian favore-
cer este escape, como la metaloproteinasa 2 (MMP2) y MMP9, y
correlacionarlas con el grado de albuminuria desarrollado. La com-
paracion de la actividad de las MMPs en diferentes tejidos se reali-
z6 en el modelo de rata espontaneamente albuminGrica Munich
Wistar Fromter (MWF).

Métodos: La actividad de las MMPs se determin6 mediante zimo-
grafia en geles de poliacrilamida. Se utilizo el plasma de 17 pacien-
tes hipertensos controlados normoalbuminuricos (albumina/creati-
nina < 20 mg/g), y 20 pacientes albuminricos, que se separaron en
dos grupos: i) 13 pacientes microalbuminuricos (albumina/creatini-
na < 200 mg/g) y ii) 7 pacientes macroalbumin(ricos (albumina/
creatinina >200 mg/g). El estudio de la actividad de las MMPs en el
organo diana de esta patologia se realizo en rifiones de ratas MWF
de 12 semanas y se comparoé con ratas normotensas y normoalbumi-
nlricas Wistar Kyoto (WKY) (n = 6 por grupo). Ademas se estudio la
correlacion entre los valores obtenidos a nivel renal y sistémico en
estas ratas.

Resultados: Los pacientes tanto micro- como macroalbuminuri-
cos, mostraron un incremento significativo de la actividad enzi-
matica de la MMP2 a nivel sistémico en comparacion con los nor-
moalbumindricos (p < 0,001 para micro- y p < 0,05 para
macroalbuminricos), asi como en la actividad de la MMP9 induci-
ble (p < 0,01). Se observo una correlacion positiva entre la activi-
dad de ambas enzimas (r = 0,6200; p < 0,0001), asi como la acti-
vidad de cada MMP y el grado de albuminuria que presentan los
pacientes (r = 0,5285; p = 0,0008 para MMP9 y r = 0,4737; p =
0,0031 para MMP2). La actividad enzimatica de MMP9 y MMP2
también fue significativamente mayor tanto en el rifidon como en
el plasma de las ratas MWF en comparacion con las controles WKY
(p < 0,001 para rifdn y p < 0,05 para plasma). Ademas, en las ra-
tas MWF hay una correlacion directa entre la actividad de la MMP9
tisular y la sistémica.

Conclusiones: Este estudio demuestra que el escape de albumi-
nuria de los pacientes hipertensos con presion arterial controlada
se asocia significativamente con un aumento en la actividad plas-
matica de las enzimas MMP9 y MMP2. Esto podria estar relacionado
con la mayor rigidez arterial que presentan estos pacientes. Los
estudios en rata también mostraron un aumento en la actividad de

ambas MMPs en condiciones de albuminuria. La correlacion entre la
actividad sistémica y renal de la MMP9 en la rata apoya la idea de
que la actividad de estas enzimas en plasma refleja lo que se ob-
serva a nivel tisular.

Agradecimientos: este trabajo se ha realizado gracias al Minis-
terio de Economia y Competitividad (BFU2011-25303), Grupos UCM
(GR921641), Deutsche Forschungs Gemeinschaft (DFG KR1152-3-1)
y la Fundacion Mutua Madrilefa.

8. MECANISMOS IMPLICADOS EN EL EFECTO
HIPOLIPEMIANTE DE UN EXTRACTO CON ALTO
CONTENIDO EN POLIFENOLES OBTENIDO DE LA FIBRA
INSOLUBLE DE ALGARROBA

B. Martin-Fernandez', M. Valero-Muioz', S. Ballesteros',
L. Pérez-Olleros?, B. Ruiz-Roso?, V. Lahera’
y N. de las Heras'

'Departamento de Fisiologia, Facultad de Medicina, Universidad
Complutense, Madrid. ?Departamento de Nutricion y Bromatologia I,
Facultad de Farmacia, Universidad Complutense, Madrid.

Objetivo: El objetivo de nuestro estudio fue evaluar los efectos
potenciales de una fibra dietética insoluble obtenida de pulpa de
algarroba (FIA) con alto contenido (> 80%) en polifenoles sobre el
metabolismo hepatico del colesterol (Col) y los triglicéridos (TG)
en conejos con dislipemia mixta.

Métodos: Se utilizaron conejos New Zealand alimentados du-
rante 8 semanas con dieta estandar (C: control) o experimental
(DL: 0,5% colesterol y 14% aceite de coco). La mitad de animales
DL fue tratado simultaneamente con FIA (1 g/Kg/dia) (DL+FIA). Al
final del tratamiento se determinaron los niveles séricos de coles-
terol total (Col-T), colesterol LDL (C-LDL) y colesterol HDL (C-
HDL), y de TG. A nivel hepatico se valoré la concentracion de las
principales enzimas implicadas en la sintesis y degradacion de Col
(HMG-CoA reductasa y 7a-hidrolasa) y TG (glicerol 3 fosfato acil-
transferasa, GPAT y lipasa), el grado de esteatosis hepatica y la
expresion proteica de los principales factores implicados en el
metabolismo hepatico de lipidos (SREBPs, proteinas de union al
elemento de respuesta a esteroles; receptores X; PPARs, recepto-
res activados por proliferadores peroxisomales; SIRT1 y PGC-1a,
el coactivador 1a del receptor activado por proliferadores peroxi-
somales de tipo y.

Resultados: Los niveles plasmaticos de Col-T, C-LDL C-HDLy TG
fueron mayores (p < 0,01) en los conejos DL que en los C. El trata-
miento con FIA redujo todos los parametros anteriores. La concen-
tracion proteica de HMG-CoA reductasa y 7a-hidrolasa disminuyo6 (p
< 0,05) en DL y aument6 de forma significativa en DL+FIA. Asimis-
mo, los animales DL tuvieron niveles elevados (p < 0,05) de GPAT y
reducidos (p < 0,05) de lipasa. FIA disminuyd (p < 0,05) la expresion
de GPAT y normalizo (p < 0,05) los niveles de lipasa. Los animales
DL presentaron un elevado grado de esteatosis hepatica y la fibra
insoluble de algarroba no modificé. El grupo de animales DL presen-
to una expresion disminuida de PPARc, PPARy, LXR y FXR, que el
tratamiento no modificd. La expresion proteica de SREBP1c aumen-
to (p < 0,05) en DL y disminuy6 (p < 0,05) en DL+FIA, mientras que
la de SREBP2, SIRT1 y PGC-1a disminuyo (p < 0,05) en DLy se nor-
malizd (p < 0,05) con FIA.

Conclusiones: La administracion de un extracto con alto conte-
nido en polifenoles obtenido de la fibra insoluble de algarroba
redujo la concentracion sérica de Col mediante mecanismos rela-
cionados con el aumento en la sintesis de sales biliares en higado.
Este hecho se relacion6 ademas con modificaciones de la concen-
tracion proteica de la HMGCoA-Reductasa. Asimismo, la adminis-
tracion de FIA también disminuyd la concentracion sérica de TG
mediante la regulacion de dos enzimas clave de su metabolismo,



19.2 Reunion Nacional Sociedad Espafola de Hipertension-Liga Espanola para la Lucha contra la Hipertension Arterial 5

GPAT y lipasa hepatica. Los efectos hipolipemiantes observados
parecen estar mediados por los factores SREBPs, SIRT1 o PGC-
1a.

9. DIFERENTE EXPRESION PROTEICA EN LA LINEA
CELULAR MEGACARIOBLASTICA MEG-01 DIFERENCIADA
A PLAQUETA: IMPLICACION DE LA ASPIRINA

J. Modrego Martin', P. Rodriguez Sierra', J.J. Zamorano Leon',
N. de las Heras?, V. Lahera Julia? y A. Lopez Farre’

'Unidad de Investigacion Cardiovascular, Servicio de Cardiologia,
Hospital Clinico San Carlos, Madrid. Departamento de Fisiologia,
Universidad Complutense, Madrid.

Introduccion: Los mecanismos potenciales propuestos para tra-
tar de explicar la resistencia plaquetaria a la aspirina son muy di-
versos. Entre ellos, estudios previos han sugerido que el sindrome
de resistencia plaquetaria a la aspirina podria influir en el tipo de
plaqueta formada desde el megacariocito, generandose plaquetas
menos respondedoras a la aspirina.

Objetivo: Analizar si la aspirina modifica el nivel de expresion de
proteinas del citoesqueleto o proteinas relacionadas con el estrés
oxidativo, el metabolismo energético o la supervivencia celular en
las plaquetas generadas de novo desde el megacariocito.

Métodos: A partir de la linea celular de megacarioblastos Meg-
01, se anadio 10 nmol/L de forbol miristato acetato (PMA) durante
72 horas a 37 °C para inducir la maduracion de megacarioblastos a
megacariocitos y estimular la formacion de plaquetas por parte de
éstos, ademas de ser incubados en ausencia (CT; n = 6) o presencia
(AAS; n = 6) de aspirina (0.33 mmol/L). Transcurridas las 72 horas,
se recupero las células en suspension, se centrifugaron a 120 g du-
rante 10 minutos quedando en el sobrenadante las plaquetas gene-
radas de novo, y se realizo una segunda centrifugacion a 700 g du-
rante 10 minutos donde obtuvimos las plaquetas de novo
precipitadas, a partir de las cuales se llevo a cabo el analisis pro-
tedmico.

Resultados: A) Proteinas del citoesqueleto: se analizaron 4 iso-
formas de B-tropomiosina, alfa tubulina, F-actin capping protein,
3 isoformas de la gelsolina y 4 isoformas de vinculina, donde Uni-
camente se encontraron diferencias significativas en la B-tropo-
miosina isoforma 4 (CT: 12,48 + 4,97 U.A; ASA: 30,50 + 11,30 U.A,
p = 0,047) y vinculina isoforma 2 (CT: 50,10 + 7,85 U.A; ASA: 19,27
+ 4,18 U.A, p = 0,021). B) Proteinas relacionadas con el estrés
oxidativo: se analizo la expresion de 6 isoformas de la cadena
del fibrindgeno, 3 isoformas de serotransferrina, alfa-1-antitripsi-
na, 6 isoformas de la cadena y del fibrindgeno, apo A1, Rho GDI,
HSP 60, HSP 71, 3 isoformas de la catalasa, Protein disulfure iso-
merase y 5 isoformas de la cadena a del fibrindgeno. Se hallaron
diferencias significativas en la cadena f del fibrindgeno isoforma
2, cadena B del fibrindgeno isoforma 4, alfa-1-antitripsina, apo A1
y cadena « del fibrindgeno isoforma3. C) Metabolismo energético:
se analizaron 3 isoformas de la gliceraldehido-3-fosfato deshidro-
genasa, alfa enolasa, 2 isoformas de 58 Kda Glucose-regulated-
protein, 3 isoformas piruvato quinasa, encontrandose solo dife-
rencias significativas en la 58 Kda Glucose-regulated-protein
isoforma 2 (CT: 14,39 + 1,48 U.A; ASA: 36,02 + 10,34, p = 0,019).
D) Proteinas relacionadas con la supervivencia celular: canal nu-
clear de cloro, glutation-s-transferasa, calreticulina, calgranuli-
na, y leukocyte enastase inhibitor, no encontrandose diferencias
significativas en ninguna de ellas.

Conclusiones: La aspirina es capaz de aumentar la expresion de
ciertas proteinas relacionadas con el citoesqueleto, el estrés oxi-
dativo y el metabolismo energético de plaquetas generadas de
novo a partir de la linea celular megacarioblastica Meg-01, lo cual
implica que la aspirina no actlia simplemente sobre la plaqueta
sino también en sus células precursoras.

10. PARICALCITOL DISMINUYE LA RESPUESTA
INFLAMATORIA INDUCIDA POR ALDOSTERONA
Y TWEAK AL INHIBIR LA TRANSACTIVACION DEL EGFR

J.L. Morgado Pascual', S. Rayego Mateos', C. Lavoz Barria’,
M. Alique Aguilar', A. Ortiz Arduan?, J. Egido de los Rios?
y M. Ruiz Ortega’

'Laboratorio de Biologia Celular en Enfermedades Renales, UAM,
Madrid. ?Divisién de Nefrologia e Hipertension, 1IS-Fundacion
Jiménez Diaz, UAM, Madrid.

Introduccion: La enfermedad renal crénica (ERC) se caracteri-
za por una pérdida progresiva de la funcion renal. La deficiencia
de vitamina D y sus metabolitos activos es una caracteristica pa-
toldgica que ocurre temprano en la patogénesis dela ERC. En va-
rios modelos experimentales de dano renal se ha observado que
los analogos de la vitamina D atentan el dafo y reducen la infla-
macion, proceso clave en la evolucidon de ERC. El bloqueo de la
transactivacion del receptor del factor de crecimiento epidérmi-
co (EGFR) es una nueva diana terapéutica en dafo renal. La tran-
sactivacion de EGFR esta mediada por metaloproteasas de la fa-
milia ADAMs, que actuan liberando los ligandos inactivos unidos a
membrana. En rifidn se ha descrito que ADAM17 y los ligandos HB-
EGF (EGF de union a heparina) y TGF-a (factor de crecimiento
transformante o) son los mas relevantes. Nuestro objetivo es in-
vestigar si los efectos anti-inflamatorios de los analogos de la vi-
tamina D estan mediados por la transactivacion del EGFR inducida
por factores implicados en la progresion de dafo renal, como son
aldosterona o TWEAK.

Métodos: Los experimentos se efectuaron en células tubuloepi-
teliales renales humanas (linea celular HK2) y murinas (MCTs) ana-
lizando los resultados mediante distintas técnicas como Western
blot y RT-PCR.

Resultados: La estimulacion de células tubuloepiteliales con
aldosterona o TWEAK induce la fosforilacion de EGFR de forma
dosis y tiempo dependiente. El bloqueo de ADAM-17, mediante
inhibicion farmacoldgica o silenciamiento génico, inhibio la fosfo-
rilacion de EGFR causada por ambos factores. Sin embargo, el li-
gando liberado por cada factor es diferente. El pretratamiento
con un anticuerpo neutralizante contra TGF-a, bloqued la tran-
sactivacion del EGFR inducida por ambos factores, mientras que
la inhibicion de HB-EGF (con CRM197; toxina neutralizante de la
union al EGFR) solo disminuyo el efecto de TWEAK. El bloqueo
farmacolégico de EGFR, con el inhibidor de su quinasa, y de
ADAM17, con TAPI-2, disminuyé la sobreexpresion de factores pro-
inflamatorios (IL-6, MCP-1 y RANTES) inducidos por aldosterona y
TWEAK. La estimulacion con los ligandos recombinantes TGF-o. y
HB-EGF también aumento la expresion génica de mediadores pro-
inflamatorios. El pretratamiento con el analogo de la vitamina D
paricalcitol inhibi6 la fosforilacion de EGFR y la sobreexpresion de
factores proinflamatorios inducidos por aldosterona y TWEAK, lo
que sugiere que paricalcitol presenta efectos anti-inflamatorios al
modular la ruta EGFR/ADAM17.

Conclusiones: En células tubulares la inhibicion de la transacti-
vacion del EGFR por inhibidores de su quinasa, de ADAM17 y por
paricalcitol disminuye la expresion de factores proinflamatorios in-
ducidos por Aldosterona y TWEAK. Estos resultados muestran un
nuevo mecanismo implicado en la regulacion de la respuesta infla-
matoria renal.
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11. ACCIONES ANTIOXIDANTES DE P144, UN PEPTIDO
DERIVADO DEL RECEPTOR TIPO Il DEL TGF-f31

A. Pejenaute Martinez de Lizarrondo', J.L. Miguel Carrasco?,
J. Dotor de las Herrerias?, G. San José Enériz2, M.U. Moreno
Zulategui?, G. Zalba Goii' y A. Fortuno Gil?

'Departamento de Bioquimica y Genética, Universidad de
Navarra, Pamplona. ?Area de Ciencias Cardiovasculares,
Centro de Investigacion Médica Aplicada, Pamplona. *DIGNA
Biotech, Madrid.

Objetivo: P144 es un péptido sintético de 14 aminoacidos (TSLDA-
SIIWAMMQN) cuya secuencia procede del receptor humano tipo 1l del
TGFp,. P144 inhibe la produccion de anion superdxido (0,’) mediada
por la NADPH oxidasa en el tejido renal y cardiaco de la rata espon-
taneamente hipertensa (SHR). El objetivo del presente estudio fue
analizar si P144 ejerce acciones antioxidantes intrinsecas, indepen-
dientes de los efectos derivados del bloqueo de TGF-b,.

Métodos: La produccién de O, se valor6 por quimoluminiscencia.
El efecto antioxidante del P144 se estudi6 en las lineas celulares
HEK293, NRK52E y Raw264.7, asi como en homogenizados proteicos
de corteza renal de rata. Ademas, se analizd su efecto sobre la
reaccion enzimatica de la Xantina-Xantina oxidasa y sobre la pro-
duccion quimica de O, generada por KO,.

Resultados: (1) P144 reduce la sefial generada por el O, en con-
diciones basales o tras estimulacion con un éster de forbol (PMA) en
la linea celular NRK52E; (2) P144 reduce la sefial generada por el
0,'en homogenizados proteicos de corteza renal de ratas o de las
lineas celulares HEK293, NRK52E y Raw264.7; (3) P144 reduce la
senal generada por el O, mediada por la xantina oxidasa; (4) P144
reduce la sefial generada por el O, obtenido mediante la reaccion
quimica del KO,; (5) el efecto antioxidante ejercido a nivel celular,
proteico y quimico era especifico de la secuencia de P144, ya que
otros péptidos modificados levemente (mediante cambio en el or-
den de los aminoacidos, por mutaciones puntuales de algunos ami-
noacidos aromaticos, o por la adicion extra de algin aminoacido)
perdian esta capacidad antioxidante intrinseca.

Conclusiones: P144 es un péptido con acciones pleiotropicas,
capaz de prevenir las alteraciones funcionales y estructurales de
los 6rganos diana de la hipertension arterial. Con independencia de
las acciones mediadas por el bloqueo de TGF-b,, el presente estu-
dio demuestra que este péptido posee propiedades antioxidantes
intrinsecas, que probablemente deben desempenar un papel rele-
vante en el pleiotropismo de esta sustancia reduciendo la afecta-
cion organica asociada a la hipertension arterial.

12. EL SULFURO DE HIDR()GENO MEJORA LA FUNCION
RENAL EN UN MODELO DE DANO TISULAR CAUSADO
POR UNA ISQUEMIA REPERFUSION

C. Pérez Pardo, F.J. Fenoy Palacios, I. Hernandez Garcia,
M. Garcia Salom, F. Rodriguez Mulero y B. Lopez Cano

Universidad de Murcia, Murcia.

Objetivo: El sulfuro de hidrégeno (H,S) ha sido clasificado re-
cientemente como un miembro de la familia de los transmisores
gaseosos. En su sintesis bioldgica estan implicadas principalmen-
te las enzimas cistationina p-sintasa (CBS) y cistationina y-liasa
(CSE) que generan H,S a partir del aminoacido L-cisteina (L-cys).
Estudios previos realizados recientemente ponen de manifiesto
los efectos protectores del H,S en el dafo renal producido tras
una isquemia-reperfusion (IRl), una de las causas principales de
la insuficiencia funcional aguda producida tras un trasplante re-
nal. El objetivo de este estudio fue determinar los niveles corti-
cales renales de H,S durante una IRI, asi como evaluar el papel
del H,S en la funcién renal 24 horas después de la isquemia-re-
perfusion renal.

Métodos: A ratas Sprague-Dawley anestesiadas se las sometio a
una isquemia/reperfusion caliente de 45/60 minutos de duracion,
durante la infusion intrarrenal de solucion salina (IRI, n = 8), NaHS
80 nmol/Kg/min (IRl + H2S, n = 6), L-cys 80 pmol/Kg/min (IRl + L-
cys, n = 4) o propargilglicina 2 pmol/Kg/min (PPG, un inhibidor de
la CSE) + acido amino-oxiacético 0,5 pmol/Kg/min [(AOAA, un inhi-
bidor de la CBS), IRI + Inh, n = 5)]. La concentracion cortical renal
de H,S se midi6 electroquimicamente; ademas, se evaluaron tam-
bién el flujo sanguineo renal (FSR) y la tasa de filtracion glomerular
(TFG). En otro grupo de ratas se determind la TFG 24 horas después
de una isquemia renal de 45 minutos de duracion. A estos animales
se les administro previamente via i.v. (en mg/Kg) salino (IRI, n = 6),
1 NaHS (IRl + H,S, n = 10), 50 L-Cys (IRl + L-cys, n = 8), 0 40 PPG +
3 AOAA (IRl + Inh, n = 5).

Resultados: La isquemia renal provoco un aumento de los niveles
corticales de H,S que disminuyeron a valores pre-isquémicos duran-
te la reperfusion. El aumento de H,S fue aminorado significativa-
mente en el grupo de IRl + Inh. La infusion de NaHS, L-Cys o
PPG+AOAA no modifico los valores basales de FSR y TFG. El donante
de H,S, la L-Cys o PPG+AOAA no tuvieron efectos sobre la TFG
(1.154,6 + 177,1 pl/min/g) en los rifones no isquemizados. 24 ho-
ras después de la isquemia, la TFG disminuyd en los rifones isque-
mizados, IRl (226,7 + 75,8) y en las ratas IRI+ Inh (153,2 + 67,1). La
disminucion en la TFG mejoro significativamente en rifiones isque-
mizados de ratas pretratadas con NaHS (579,8 + 131,1) y L-Cys
(698,2 + 155,3).

Conclusiones: La isquemia renal produce un aumento significati-
vo en los niveles corticales renales de H,S endégenos, pero solo un
pretratamiento con una fuente de H,S exdgena contribuye a la me-
jora significativa de la insuficiencia renal aguda observada 24 horas
después de la reperfusion.

13. LA SITAGLIPTINA REDUCE LA ASIMILACION DE AcIDOS
GRASOS EN FAVOR DE GLUCOSA EN EL CORAZON
DIABETICO EXPERIMENTAL

E. Ramirez Bustillo', M. Klett Mingo’, B. Picatoste Botija’,
A. Caro Vadillo?, J. Tuiidén Fernandez' y O. Lorenzo Gonzalez'

'11S-Fundacion Jiménez Diaz, Universidad Auténoma, Madrid.
2Facultad de Veterinaria, Universidad Complutense, Madrid.

Objetivo: Estudiar el efecto de la sitagliptina en la asimilacion
de glucosa y acidos grasos en el miocardio de ratas diabéticas ti-
po-lIl.

Antecedentes: En situaciones de dano cardiaco el corazdn utili-
za glucosa como fuente energética principal. Sin embargo, en dia-
betes el corazdn utilizara acidos grasos como Gnico substrato dispo-
nible. La sitagliptina mejora la hiperglicemia y resistencia a
insulina, pero se desconoce si pudiera influir en los transportadores
celulares para glucosa y acidos grasos.

Métodos: Ratas diabéticas tipo-ll (Goto-Kakizaki; GK) y wistar
recibieron sitagliptina (10 mg/kg/dia) o vehiculo durante 20 sema-
nas. Posteriormente se midieron las dimensiones y funcion cardiaca
por eco-Doppler, y se evalud la asimilacion de glucosa por tomogra-
fia por emision de positrones (PET). Los corazones fueron aislados
y procesados para obtener sus extractos de proteina y RNA total. En
los plasmas se midieron ademas determinados parametros metabo-
licos.

Resultados: Las ratas GK desarrollaron hiperglicemia y disfun-
cion diastdlica [aumento temprano de la velocidad de llenado ven-
tricular (ratio E/A) y disminucion del diametro del ventriculo iz-
quierdo]. Ademas, el miocardio GK redujo la asimilacion de glucosa
principalmente en las regiones basales y medias del corazon, y la
expresion/translocacion de Glut4 (transportador de glucosa), en
favor de FAT/CD36 (transportador de acidos grasos). Interesante-
mente, el tratamiento con sitagliptina atenu6 estos eventos.
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Conclusiones: La sitagliptina podria mejorar la funcion cardiaca
del corazoén diabético a través del incremento de la asimilacion de
glucosa y reduccion de acidos grasos, y de sus respectivos recepto-
res celulares.

14, MODULACION DE LA MIGRACION DE LAS CMLV
HUMANAS POR VITRONECTINA: ESTUDIOS
DE REGULACION TRANSCRIPCIONAL

I. Marti Pamies, O. Calvayrac, B. Ferran, S. Aguilo, C. Rodriguez
y J. Martinez Gonzalez

Centro de Investigacion Cardiovascular (CSIC-ICCC), Instituto de
Investigacion Biomédica (IIB-Sant Pau), Barcelona.

Objetivo: La vitronectina (VTN) es un glicoproteina presente en
plasma, matriz extracelular y en los granulos de las plaquetas, que
entre otros efectos, contribuye a la hemostasia a través de la regu-
lacion de la coagulacion sanguinea y la fibrindlisis y promueve ad-
hesion y spreading celular. En este estudio se analiza el papel de la
VTN sintetizada por las células musculares lisas vasculares (CMLV)
como factor quimiotactico paracrino y la regulacion de su expre-
sion a nivel transcripcional.

Métodos: Se utilizaron CMLV humanas de aorta. Estas células
fueron transducidas con lentivirus para expresar factores de trans-
cripcion. La migracion celular se analizé mediante Transwells™, y la
expresion de VTN mediante PCR a tiempo real, Western blot, inmu-
nocitoquimica y ELISA. El promotor del gen humano de la VTN se
clond en un vector reportero (pGL3VTN-1.7), y se analizd la activi-
dad transcripcional mediante transfeccion transitoria. La interac-
cion DNA-proteina se examiné mediante EMSA y ChiP.

Resultados: En CMLV transducidas con varios factores de trans-
cripcion aumento la expresion y secrecion de VTN. Los sobrenadan-
tes procedentes de estas células incrementaron la migracion de
CMLY, efecto que fue bloqueado por anticuerpos anti-VTN. ELl anali-
sis in silico del promotor de la VTN (1,7 Kbp) permitié localizar
varios elementos putativos de respuesta a factores de transcripcion
en la region proximal. Mediante transfecciones transitorias con
pGL3VTN-1.7 y vectores de expresion de dichos factores de trans-
cripcion, combinadas con analisis de deleciones y mutagénesis diri-
gida, se identificaron elementos de respuesta funcionales cuya
implicacion se confirm6 mediante ensayos de interaccion proteina-
DNA.

Conclusiones: La region proximal del promotor de la VTN posee
una gran capacidad reguladora de la actividad transcripcional, que
conduce a un aumento de la expresion y secrecion de VTN con ca-
pacidad paracrina para inducir la migracion de las CMLV.

15. LA CIAP2 REGULA EL EQUILIBRIO SUPERVIVENCIA/
APOPTOSIS EN LAS CMLV: CARACTERIZACION DE LOS
ELEMENTOS EN CIS IMPLICADOS

J. Alonso, M. Galan, S. Aguilo, C. Rodriguez y J. Martinez Gonzalez

Centro de Investigacion Cardiovascular (CSIC-ICCC), Instituto de
Investigacién Biomédica (IIB-Sant Pau), Barcelona.

Objetivo: La inestabilidad de las placas de ateroma se ve favo-
recida por una cubierta fibrosa débil y un elevado contenido lipidi-
co y de células inflamatorias. La apoptosis de las células muscula-
res lisas (CMLV) contribuye a debilitar dicha cubierta y aumenta la
inestabilidad. La clAP2 podria participar en el balance apoptosis/
supervivencia de las células vasculares. En este estudio se analiza
la regulacion de clAP2 en células vasculares y su papel en apopto-
sis.

Métodos: Se utilizaron células musculares lisas vasculares (CMLV)
humanas y células endoteliales (HUVEC). Las células se transduje-
ron con lentivirus para expresar factores de transcripcion o se ex-

pusieron a hipoxia. El nivel de expresion de clAP2 se analiz6 me-
diante PCR, Western blot e inmunocitoquimica. El promotor de
clAP2 se clond en un vector reportero (pGL3clAP2-1.8) y se analizo
la actividad transcripcional mediante transfeccion transitoria. La
interaccion DNA-proteina se examin6é mediante EMSA 'y ChIP. Se de-
termind la actividad caspasa. La expresion de clIAP2 se inhibio me-
diante siRNA.

Resultados: La hipoxia indujo la expresion de cIAP2 con un maxi-
mo a las 4 h. La actinomicina D bloqued esta induccion, lo que su-
giri6 la implicacion de un mecanismo transcripcional. El analisis in
silico del promotor de la clAP2 (1,8 Kbp) permitio localizar varios
elementos putativos de respuesta a factores de transcripcion en la
region proximal. Mediante transfecciones transitorias con pGL-
3clAP2-1.8 y vectores de expresion de dichos factores de transcrip-
cion, combinadas con analisis de deleciones y mutagénesis dirigida,
se identificaron elementos de respuesta funcionales cuya implica-
cion se confirm6 mediante ensayos de interaccion proteina-DNA. EL
bloqueo de clAP2 modulé la actividad caspasa de las células.

Conclusiones: La region proximal del promotor de la clAP2 posee
una gran capacidad reguladora de la actividad transcripcional, y la
expresion de clAP2 previno la apoptosis en células vasculares.

16. IDENTIFICACION DE UNA HUELLA MOLECULAR EN ]
ORINA QUE RESPONDE A ALBUMINURIA'Y SU EVOLUCION
EN PACIENTES HIPERTENSOS TRATADOS CON
BLOQUEANTES DEL SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA

L. Gonzalez Calero’, M. Martin Lorenzo', M. Posada Ayala',
M. Baldan Martin?, F. de la Cuesta Marina?,

J. Segura de la Morena?, M.G. Barderas?, L.M. Ruilope?,

G. Alvarez Llamas' y F. Vivanco Martinez'

'1IS-Fundacién Jiménez Diaz, Madrid. ?Hospital Nacional de
Parapléjicos, SESCAM, Toledo. *Hospital 12 de Octubre, Madrid.
“IIS-Hospital 12 de Octubre, Madrid.

Introduccion: El efecto beneficioso del bloqueo del sistema re-
nina-angiotensina-aldosterona (SRAA) es claro, sin embargo parece
que pudiera existir cierta resistencia en algunos pacientes tal que
no se llega a impedir un progreso de la enfermedad. La microalbu-
minuria es uno de los predictores de dicha evolucion y se observa
con alta prevalencia que los pacientes en tratamiento cronico pre-
sentan albuminuria, e incluso pueden desarrollar microalbuminuria
de novo. Sin embargo, no existen marcadores capaces de predecir
la evolucion clinica de los pacientes.

Objetivo: El objetivo de este estudio es descubrir una huella
molecular en orina asociada a la evolucion de la albuminuria en
pacientes hipertensos cronicamente tratados, tal que permita eva-
luar la respuesta terapéutica a la accion de los inhibidores de SRAA
(i-SRAA).

Métodos: Mediante estrategias 6micas, se han investigado cam-
bios en el proteoma y metaboloma de la orina. Se tomaron mues-
tras de orina de controles sanos y pacientes hipertensos en supre-
sion cronica del SRAA. Los pacientes se clasificaron en tres grupos:
normoalbumindricos que se mantuvieron como tal (normo-normo),
normoalbumin(ricos que progresaron a microalbuminuria (normo-
micro) y microalbuminuricos que se mantuvieron estables en esa
condicion (micro-micro).

Resultados: Mediante analisis diferencial en gel (DIGE) y espec-
trometria de masas, se identificaron 27 manchas proteicas signifi-
cativamente alteradas (ratio > 2; p < 0,05) correspondientes a 11
proteinas que respondian a la condicion de albuminuria con distinta
tendencia. Dos proteinas se encontraban alteradas en pacientes
frente a controles, tres proteinas respondian especificamente a la
condicién de microalbuminuria y seis proteinas se encontraron sig-
nificativamente variadas en alguno de los tres grupos, normo-nor-
mo, normo-micro o micro-micro. Por resonancia magnética nuclear
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(RMN), se identificaron 26 senales de metabolitos alteradas en res-
puesta a la condicién de albuminuria con tres tendencias observa-
das: respondedores a la progresion, respondedores a la condicion
de hipertension, y respondedores a estado intermedios de evolu-
cién (normo-normo o normo-micro) y que no se muestran variados
respecto a controles o sujetos micro-micro.

Conclusiones: Hemos identificado una huella molecular especifi-
ca de proteinas y metabolitos de la orina que responde a la condi-
cion de albuminuria y su evolucion, en pacientes hipertensos trata-
dos con i-SRAA.

17. EFECTOS DIFERENCIALES DEL TNF-ALFA
Y LA INSULINA EN LA MODULACION DE UCP-2
Y SU PAPEL EN EL DANO VASCULAR

A. Gomez-Hernandez', L. Perdomo’, N. de las Heras?, N. Beneit',
0. Escribano’, C. Guillén', S. Diaz-Castroverde’, V. Cachofeiro?,
V. Lahera? y M. Benito'

'Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular Il, Facultad de
Farmacia, UCM, CIBERDEM, Madrid. *Departamento de Fisiologia,
Facultad de Medicina, UCM, Madrid.

Objetivo: Se ha descrito que el aumento de la expresion de UCP-
2 en la vasculatura podria prevenir el desarrollo de aterosclerosis
en pacientes diabéticos, obesos o hipertensos que tienen mayor
produccion de especies reactivas de oxigeno. Asi, un mayor conoci-
miento en la modulacion de UCP-2 podria mejorar el manejo del
proceso aterosclerético. Sin embargo, el efecto del TNF-alfa o la
insulina en la modulacion de UCP-2 en células vasculares o en la
pared vascular es completamente desconocido. En este contexto,
nos planteamos estudiar nuevos mecanismos que ayuden a explicar
si la moderada hiperinsulinemia o la reduccion de los niveles de
TNF-a podrian ayudar a tener un papel protector frente al dafo
vascular mediado por la modulacion de UCP-2.

Métodos: Se analizo el efecto de la insulina o el acido oleico en
presencia o no de TNF-alfa en la expresion de UCP-2 en células
endoteliales (ECs) o en células de musculo liso vascular (VSMCs). A
continuacion, quisimos estudiar si algunos de los mecanismos estu-
diados in vitro podrian tener alguna relevancia in vivo. Para ello se
utilizaron los siguientes modelos experimentales: raton ApoE~- a las
8,12, 18 y 24 semanas de edad, el raton BATIRKO sometido a una
dieta rica en grasas durante 16 semanas y el raton BATIRKO de 52
semanas de edad con/sin tratamiento con un anticuerpo monoclo-
nal anti-TNF-alfa.

Resultados: En primer lugar, se encontro que el tratamiento con
TNF-alfa no sélo indujo resistencia a la insulina sino ademas redujo
la expresion de UCP-2 inducida por insulina tanto en ECs como en
VSMCs. En segundo lugar, se observo una progresiva reduccion de
los niveles de UCP-2 junto con un aumento de la acumulacion lipi-
dica y del area de lesion en la aorta de ratones ApoE”/-. Ademas, se
ha observado también que el raton BATIRKO obeso con hiperinsuli-
nemia moderada tenia niveles menores de TNF-alfa y ROS y aumen-
tados los niveles de UCP-2 en la aorta, menor acumulacion lipidica,
disfuncion vascular y dafio macrovascular. En el tercer modelo, ob-
servamos que el tratamiento con anti-TNF-alfa redujo la disminu-
cion de los niveles de UCP-2 asi como una mejora en las alteracio-
nes vasculares observadas en BATIRKO de 52 semanas de edad. Asi,
al igual que in vitro, en los distintos modelos experimentales se ha
observado una correlacion positiva y significativa entre los niveles
de insulina circulantes y los niveles de UCP-2 en la aorta y una co-
rrelacion inversa y significativa entre los niveles de expresion de
TNF-alfa e iNOS con UCP-2 en la aorta.

Conclusiones: Nuestros datos sugieren que la insulina y el TNF-
alfa tienen efectos opuestos en la modulacion de UCP-2 tanto en
células vasculares in vitro como en la aorta de los distintos mode-
los in vivo. Ademas, una moderada hiperinsulinemia frente a la

resistencia a la insulina o la reduccion de los niveles de TNF-alfa en
la aorta podrian atenuar el dano vascular a través del aumento de
los niveles de UCP-2 en la aorta mediado en parte por la reduccion
de iNOS.

18. EFECTOS DE UN ACEITE DE ORUJO CONCENTRADO
EN ACIDOS TRITERPENICOS SOBRE LAS ALTERACIONES
VASCULARES ASOCIADAS A LA HIPERTENSION EN RATAS

S. Ballesteros', M. Valero-Munoz', B. Martin-Fernandez',
J.C. Quintela?, V. Lahera' y N. de las Heras'

'Departamento de Fisiologia, Facultad de Medicina, Universidad
Complutense, Madrid. ?Natac Biotech, S.L., Parque Cientifico de
Madrid, Campus de Cantoblanco, Madrid.

Objetivo: El objetivo del presente trabajo fue analizar los po-
tenciales efectos de un aceite de orujo concentrado en acidos tri-
terpénicos (AOCT) sobre las alteraciones funcionales y moleculares
asociadas a la hipertension en ratas espontaneamente hipertensas
(SHR).

Métodos: Se utilizaron SHR macho de 22 semanas de edad dividi-
das en dos grupos: SHR, utilizadas como control, y SHR+AOCT, tra-
tadas durante 8 semanas con un aceite de orujo concentrado en
acidos triterpénicos (5% v/v). Se midi6 la presion arterial (PA) al
inicio y a las 4 y 8 semanas de evolucion. Al final del experimento
se valord la funcion endotelial en aorta (relajacion dosis-depen-
diente en respuesta a la acetilcolina), y la expresion proteica de
eNOS, TGFp, colageno | y TNFa en la aorta.

Resultados: El tratamiento con el aceite de orujo concentrado
en acidos triterpénicos previno (p < 0,05) el aumento de la PAa lo
largo de todo el periodo de evolucion. Los animales tratados con
AOCT presentaron un aumento (p < 0,05) de la relajacion a la ace-
tilcolina con respecto a los no tratados, indicando una mejora de
la funcion endotelial. Este efecto se acompaié de un aumento
(p < 0,05) de la expresion aortica de eNOS en el grupo SHR+AOCT.
Ademas, el tratamiento con AOCT disminuyo (p < 0,05) la expresion
en la aorta de TNFa, TGFP y colageno | en el grupo SHR+AOCT en
comparacion con el grupo SHR.

Conclusiones: El tratamiento con el aceite de orujo concentrado
en acidos triterpénicos frena el desarrollo de la hipertension en las
SHR. Este efecto se asocia con una mejora de la funcién endotelial
y una reduccion de la inflamacion y de la fibrosis vascular.

19. IMPORTANCIA DEL REMODELADO VASCULAR
EN EL DESARROLLO DE INSUFICIENCIA CARDIACA
EN EL SINDROME METABOLICO EN RATA

N. Lopez Andrés', |. Falcao-Pires?, A. Lourenco?, A. Leite-Moreira?,
F. Zannad?® y P. Rossignol®

'Navarrabiomed, Fundacion Miguel Servet, Pamplona.
2Department of Physiology and Cardiothoracic Surgery, University
of Porto, Portugal. 3UMRS_1116, Nancy, France.

Introducciéon: La obesidad, la hipertension, la dislipidemia y la
resistencia a la insulina son alteraciones propias del sindrome me-
tabolico (SM), y aumentan el riesgo de desarrollar insuficiencia car-
diaca (IC). En este estudio queremos investigar la contribucion del
remodelado vascular a la IC en un modelo de rata con SM.

Métodos y resultados: Se utilizaron cuatro grupos de ratas (Wis-
tar Kyoto, n = 11; ZSF1 control, n = 11; ZSF1 obesas, n = 11y ZSF1
obesas con dieta rica en grasa, n = 11). Durante 20 semanas, se
realizaron evaluaciones metabolicas, ecocardiograficas y hemodi-
namicas. La morfologia y la composicion de la aorta se determina-
ron después del sacrificio mediante bioquimica, histologia y analisis
moleculares. A las 20 semanas de edad, el grupo ZSF1 control pre-
sentd hipertension, mientras que los dos grupos de ZSF1 obesas
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presentaron hipertension y diabetes. En las ZSF1 control el remo-
delado vascular era evidente s6lo a nivel molecular; sin embargo,
los grupos ZSF1 obesas mostraron alteraciones en la morfologia y
composicion de la aorta. Las ratas obesas presentaron ademas un
aumento del espesor de la media adrtica y de la fibrosis vascular,
caracterizado por un incremento del colageno de tipo I, el colage-
no de tipo lll, la fibronectina, la actividad metaloproteinasa y una
disminucion de los niveles de elastina. Asimismo, las ratas obesas
exhibieron un aumento en la expresion vascular de las proteinas de
union a la matriz extracelular (integrinas). Por ultimo, en los ani-
males obesos los niveles adrticos de marcadores profibréticos (car-
diotrofina-1, galectina-3, TGF-b y CTGF) estaban igualmente au-
mentados.

Conclusiones: A las 20 semanas de edad las ratas ZSF1 obesas
desarrollan un remodelado vascular que contribuiria de forma im-
portante a la evolucion hacia IC. La dieta rica en grasa empeora de
forma modesta el remodelado vascular en los animales ZSF1 obe-
S0s.

20. ESTUDIO DE LA FUNCIONALIDAD DEL COLESTEROL
HDL 'Y SU RELACION CON EL RIESGO DE ENFERMEDAD
CARDIOVASCULAR EN PACIENTES INFECTADOS POR

EL VIRUS DE INMUNODEFICIENCIA HUMANA (VIH)

A. Ortega Hernandez!, V. Estrada’, S. Serrano Villar?, M. Avila’,
M. Heras?, L. Masana’, A. Fernandez-Cruz' y D. Gémez Garre'

"Hospital Clinico San Carlos-1dISSC, Madrid. *Hospital Ramén y
Cajal-IRYCIS, Madrid. 3Universitat Rovira i Virgili, ISPV, Reus.

Introduccion: El papel ateroprotector del colesterol HDL (c-HDL)
se ha atribuido a su implicacién en el trasporte reverso de coleste-
rol y, en los Ultimos afos, también a otras funciones como su capa-
cidad anti-oxidante, anti-inflamatoria y anti-trombdtica. Esta di-
versidad de funciones se ha asociado a su heterogeneidad, tanto en
su composicion como tamano de las particulas. La infeccion por el
virus de inmunodeficiencia humana (VIH) se caracteriza por una
disminucion en los niveles de c-HDL que persisten bajos ain des-
pués del tratamiento antirretroviral, por lo que se ha sugerido que
el c-HDL podria ser una importante diana terapéutica en el trata-
miento de la enfermedad CV de estos pacientes.

Objetivo: Estudiar la funcionalidad del c-HDL de pacientes con
VIH, asi como su relacion con el grosor intima-media carotideo
(GIM-c), utilizado como marcador de aterosclerosis subclinica.

Métodos: Hemos estudiado 100 pacientes con VIH (42 + 10 afos,
77% varones, 74% en tratamiento antirretroviral). Las HDL se aislaron
por ultracentrifugacion. Su actividad anti-inflamatoria se evalué por
su habilidad para inhibir la quimiotaxis de monocitos inducida con
MCP-1 y la anti-oxidante valorando su capacidad para inhibir la oxi-
dacion de la LDL in vitro [generacion de malondialdehido (MDA)]. La
composicion proteica del c-HDL se analizd mediante ELISAs comer-
ciales. El GIM-c se midi6 por ultrasonido. Se consideraron pacientes
con HDL disfuncional a aquellos que presentaban una tasa de quimio-
taxis u oxidacion de la LDL superior a la mediana.

Resultados: En comparacion con las HDL aisladas de sujetos con-
trol sin infeccion, las HDL de los pacientes con VIH presentaron una
peor capacidad anti-inflamatoria (52 + 3 vs 70 + 5% células migra-
das, p < 0,05) y anti-oxidante (2,9 + 0,9 vs 11,6 + 2,0 nmol MDA/mg
c-HDL, p < 0,05). Sesenta y cinco pacientes cumplian presentaron
HDL disfuncional. No se encontraron diferencias significativas en la
edad, la presion arterial o el perfil lipidico, incluyendo los niveles
de HDL (50 + 13 vs 51 + 13 mg/dL), en la carga viral o el nUmero de
linfocitos CD4+ entre los pacientes con y sin HDL disfuncional. Sin
embargo, los pacientes con HDL disfuncional presentaban un mayor
GIM-c que los pacientes con HDL funcional (0,56 + 0,06 vs 0,52 +
0,04 mm, p < 0,05). Respecto a la composicion de las particulas, las
HDL clasificadas como disfuncionales tenian significativamente me-

nos cantidad de apo A-l (14 + 1 vs 20 + 1 mg/mg c-HDL) y lecitin-
colesterol-acetil transferasa (LCAT) (3,7 + 0,3 vs 11,6 + 2,0 mg/mg
c-HDL), y mas de proteinas proinflamatorias como el serum amiloi-
de (23,7 + 4,9 vs 32,9 + 0,7 mg/mg c-HDL). Importante, un 67,7%
de los pacientes con HDL disfuncional estaban en tratamiento.

Conclusiones: Los pacientes con VIH muestran una alteracion de
la funcion anti-inflamatoria y anti-oxidante de la HDL que se asocia
con un mayor GIM-c. El tratamiento antirretroviral normaliza los
valores viroldgicos e inmunoldgicos pero no restituye la funcionali-
dad de las HDL. Es posible que estudiar la funcion de las HDL de los
pacientes VIH pueda ayudar a establecer de forma mas precisa su
riesgo cardiovascular.

21. GENERACION DE MODELOS ANIMALES DE .
ATEROSCLEROSIS USANDO NUEVOS VECTORES VIRICOS

M. Roche Molina, D. Sanz-Rosa, B. Ibafez y J.A. Bernal Rodriguez

Laboratorio de Modelos de Enfermedades Cardiovasculares e
Imagen en Cardiologia Experimental, CNIC, Madrid.

La hipercolesterolemia y los problemas asociados a la ateroscle-
rosis se desarrollan a través de una multitud de complejas redes e
interacciones genéticas y medioambientales. Mdltiples complica-
ciones cardiovasculares que se derivan de la degeneracion progre-
siva del sistema vascular se espera que siga siendo la principal cau-
sa de mortalidad en el mundo. Modelos animales de aterosclerosis
han ayudado en gran medida a entender la enfermedad y a desarro-
llar estrategias para su tratamiento. Por ejemplo gracias a estos
estudios en animales se descubrié que la “proprotein subtilisin/
kexin” tipo 9 (PCSK9 reduce la capacidad hepatica de captar parti-
culas lipidicas de baja densidad (LDL) reduciendo la cantidad de
receptores de LDL (LDLR) en la membrana celular. Esto podria su-
gerir tratamientos alternativos a pacientes que no responden a me-
dicacion basada en estatinas para bajar los niveles de colesterol en
sangre, que ponen en riesgo la vida del paciente. Ratones deficien-
tes en esta proteina mantienen bajos niveles de colesterol LDL y
tienen un riesgo de evento cardiovascular por debajo de la media,
esto contrasta con animales que presentan mutaciones asociadas a
ganancia de funcion en PCSK9 que presentan hipercolesterolemia y
predisposicion a desarrollar aterosclerosis. Este es un nuevo campo
de trabajo que necesita del desarrollo de modelos adicionales de
estudio que ayuden a establecer y caracterizar terapias basadas en
la inhibicion de la funcion de PCSK9 y su relacion con la variabilidad
del fondo genético. Aqui presentamos como utilizando metodolo-
gias usadas en terapia génica somos capaces de generar modelos de
enfermedad a partir de colonias de animales silvestres, indepen-
dientemente del fondo genético. Hemos generado de una manera
eficiente y reproducible modelos de hiperlipidemia y aterosclerosis
en los que se puede valorar la contribucion al riesgo cardiovascular
mediado por la proteina PCSK9.

22. DIFERENCIAS EN LAS NECESIDADES ENERQETICAS
ENTRE EL TEJIDO ADIPOSO BLANCO Y MARRON
EN UN MODELO EXPERIMENTAL

J. Modrego Martin', P. Rodriguez Sierra’, M. Valero Mufoz?,
N. de las Heras?, Z. Lopez Ibarra', A. Gonzalez Cantalapiedra®,
J.J. Zamorano Leon', V. Lahera Julia? y A. Lopez Farre'

'Unidad de Investigacion Cardiovascular, Servicio de Cardiologia,
Hospital Clinico San Carlos, Madrid. ?Departamento de Fisiologia,
Facultad de Medicina, Universidad Complutense, Madrid.
3Departamento de Cirugia, Hospital Universitario ROF Codina,
Lugo.

Introduccion: Los mamiferos poseen dos tipos de tejido adiposo,
el tejido adiposo marrdon (TAM) y el tejido adiposo blanco (TAB), los
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cuales tienen diferentes funciones fisiologicas y pueden ser dife-
renciados tanto por su apariencia como por sus caracteristicas me-
tabolicas. La principal funcion fisiologica del TAM es la generacion
de calor en pequefios mamiferos y neonatos humanos, el principal
mecanismo para evitar la hipotermia. El TAB es principalmente un
tejido de reserva energética aunque es bien conocido que también
es capaz de liberar diferentes moléculas implicadas en la regula-
cion de la ingesta de alimento y de la homeostasis energética.

Objetivo: Analizar las diferencias en enzimas y metabolitos rela-
cionados con las principales rutas de generacion de energia en TAM
y TAB de conejos New Zealand.

Métodos: De cada animal se obtuvo (n = 10; 3,5 kg) una biopsia
subcutanea de TAM (zona interescapular) y de TAB (zona lumbar).
Se analizd, mediante protedmica y Western blot, la expresion de
enzimas claves en distintas rutas del metabolismo energético celu-
lar: a-enolasa, fructosa 1,6 bifosfato aldolasa, gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa y piruvato deshidrogenasa (glucdlisis aero-
bica), malato deshidrogenasa (ciclo de Krebs), carnitin palmitoil
transferasa | (CPTI-1) y acil CoA deshidrogenasa (transporte y oxida-
cion de acidos grasos). Se midieron diferentes actividades enzima-
ticas: lactato deshidrogenasa (glucdlisis anaeroébica), aconitasa y
malato deshidrogenasa (ciclo de Krebs), ademas del contenido to-
tal de lactato en ambos tipos de tejido adiposo.

Resultados: Se observo un incremento significativo en los niveles
de expresion de tres de las enzimas relacionadas con la glucdlisis
aerobica en TAM respecto a TAB (fructosa 1,6 bifosfato aldolasa,
a-enolasa y gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) y una dismi-
nucion significativa en la expresion de la piruvato deshidrogenasa
en TAM al compararlo con TAB, asi como un incremento en el con-
tenido total de lactato en TAM. La actividad lactato deshidrogenasa
no se vio modificada en ninguno de los dos tejidos adiposos. Res-
pecto al ciclo de Krebs, tanto la expresion como la actividad de la
malato deshidrogenasa estaban disminuidas significativamente en
TAM respecto a TAB, mientras que la actividad aconitasa no estaba
alterada. En cuanto al transporte de acidos grasos al interior mito-
condrial, CPTI-I aumenté significativamente en TAM respecto al
TAB, y la expresion de acil CoA, enzima implicada en la -oxidacion
de acidos grasos de cadena larga, aumento6 significativamente en el
TAM respecto al TAB.

Conclusiones: Estos resultados sugieren que el TAM es capaz de
utilizar vias alternativas para la generacion de energia, tales como
la B-oxidacion de acidos grasos de cadena larga, que podrian re-
troalimentar la ruta de la glucolisis para finalmente acabar siendo
un metabolismo de generacion de energia anaerobio cuyo fin ulti-
mo fuera la formacion de lactato. Este proceso metabodlico podria
ser utilizado por parte del organismo como mecanismo de genera-
cion de calor en situaciones de frio intenso.

23. EL DANO RENAL ASOCIADO A HIPERLIPIDEMIA
DISMINUYE LA EXPRESION DE KLOTHO EN RATONES
KNOCKOUT PARA APOE

C. Sastre Reyero', A. Rubio Navarro', I. Buendia Montes',
C. Gomez Guerrero', J. Blanco?, J. Egido de los Rios',

S. Mas Fontao', L.M. Blanco Colio, A. Ortiz Arduan’

y J.A. Moreno Gutiérrez'

'Laboratorio de Nefrologia Experimental y Patologia Vascular,
1IS-Fundacién Jiménez Diaz, Madrid. 2Departamento de Patologia,
Hospital Clinico San Carlos, Madrid.

Introduccion: Klotho es una proteina secretada por el rifdn con
funciones protectoras sobre endotelio vascular ya que incrementa
la produccion de oxido nitrico, previene la disfuncion endotelial y
reduce la presion arterial. La expresion de Klotho disminuye en
patologia cardiovascular y renal, aunque los mecanismos implica-
dos en este descenso no son conocidos. Puesto que el aumento de

los lipidos plasmaticos esta involucrado en el desarrollo de estas
patologias, evaluamos si la hiperlipidemia podria modular la expre-
sion de Klotho.

Métodos: 32 ratones C57BL/6 y 32 ratones apoE -/- fueron alimen-
tados con una dieta hiperlipidémica o con una dieta estandar por 5 o
10 semanas. Realizamos experimentos en células tubulo-epiteliales
murinas proximales (MCT) y distales (NP-1) para estudiar el efecto
de LDL oxidadas (LDL-ox) sobre la expresion de Klotho.

Resultados: El consumo de una dieta hiperlipidémica aumentd
de manera significativa los niveles séricos y renales de colesterol,
la severidad de la lesiones renales, la expresion de citoquinas pro-
inflamatorias (RANTES y MCP-1), el infiltrado de macrofagos y el
estrés oxidativo (anion superdxido) en los ratones apoE -/-. Ade-
mas, observamos una reduccion significativa en los niveles de ARNm
y proteina de Klotho en los rifiones de los ratones apoE -/- alimen-
tados con una dieta hiperlipidémica. Para estudiar los mecanismos
implicados en la disminucion renal de Klotho incubamos células
tubulo-epiteliales murinas con LDL-ox. Las células tubulares MCT y
NP-1 fueron capaces de captar LDL-ox, lo que increment6 la pro-
duccién de especies reactivas de oxigeno (ROS), la expresion y se-
crecion de RANTES, MCP-1 y TNF-a, asi como una disminucion de
Klotho tanto a nivel de ARNm como de proteina. Por Ultimo, la in-
hibicion de NF-kB y ERK revirtio el descenso de Klotho inducido por
las LDL-ox.

Conclusiones: Nuestros resultados sugieren que el dano renal
asociado a hiperlipidemia reduce la expresion de Klotho, lo que
podria explicar la disminucion de esta proteina en pacientes con
enfermedad vascular y renal.

24. INVESTIGACION MOLECULAR EN ANAFILAXIA
VASCULAR “RIMVA”

V. Esteban’, B.M. Jensen', L.F. Larsen’, S. Falkencrone?,
J.M. Redondo’, L. Klitfod*, P.S. Skov?, L.H. Garvey®
y L.K. Poulsen’

'Allergic Clinic; “Department of Vascular Surgery; *Department of
Anaesthesiology, Gentofte University Hospital, Copenhagen,
Dinamarca. *Reflab ApS, Copenhagen, Dinamarca. *Department of
Vascular Biology and Inflammation, Centro Nacional de
Investigaciones Cardiovasculares (CNIC), Madrid.

Objetivo: Anafilaxia es considerado el sindrome mas severo de
las enfermedades alérgicas y se ha descrito como una reaccion con
aparicion repentina y que puede causar la muerte. Muchos 6rganos
estan implicados en anafilaxia pero de gran interés es el fenomeno
de permeabilidad vascular y caida de presion arterial que aconte-
ce. Se cree que las reacciones alérgicas son la principal causa de
anafilaxia, pero también otros mecanismos no inmunoldgicos po-
drian tener un papel fundamental. Moléculas liberadas desde el
sistema nervioso simpatico que proporciona una rica inervacion a
los vasos cutaneos también son de interés en este estudio. En este
contexto, el proyecto “RIMVA” sugiere un estudio molecular ex-
haustivo de la interaccion inmune-vascular (mastocitos y basofilos
con células endoteliales (EC) y células de musculatura lisa (CMLY))
que acontece en anafilaxia. Estudios previos han demostrado como
la proteina reguladora de calcineurina 1 (RCAN1) esta implicada en
el remodelado de la pared vascular, considerandose interesante su
estudio en el contexto descrito.

Métodos: Nuestro estudio abarca gran variedad de cultivos celu-
lares primarios de EC y CMLV de humano y raton. El material huma-
no usado es vena safena (procedente de pacientes sometidos a ci-
rugia) o bien vasculatura inserta en la dermis e hipodermis
(procedente de pacientes sometidos a abdominoplastias). Los cul-
tivos celulares de raton usados se obtienen de vasos de diferentes
organos (pulmon, aorta, etc.). El estudio comparativo de las inte-
racciones entre los mediadores anafilacticos liberados por las célu-
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las efectoras (mastocitos y basofilos) sobre la pared vascular, nos
permitira conocer los protagonistas de los procesos que acontecen
en anafilaxia-vascular. Ensayos funcionales de permeabilidad, en-
sayos moleculares y el uso de modelos animales en raton nos ayu-
dara a entender los mecanismos subyacentes.

Resultados: Ensayos preliminares realizados en EC y CMLV de
macro- y micro-vasculatura muestran diferencias en permeabilidad
vascular dependiendo de la naturaleza del estimulo alergénico al
que los vasos estan expuestos. Histamina, como principal mediador
liberado por las células efectoras, asi como el neuropéptido CGRP
afectan a la expresion de RCAN1 en células vasculares de humano
y raton. Estudios de permeabilidad subcutanea in vivo en ratones
deficientes en RCAN1, muestran una mayor permeabilidad en res-
puesta a Histamina que ratones de fenotipo salvaje. Ademas, la
infeccion de células vasculares con construcciones lentivirales que
modifican la expresion de RCAN1 esta siendo una herramienta fun-
damental para comprobar si esta proteina participa en la evolucion
de la reaccion anafilactica en células humanas.

Conclusiones: Tanto la barrera endotelial como la capa de muscu-
latura lisa juegan un papel particularmente importante en la regula-
cion del flujo sanguineo, por eso ensayos moleculares que reprodu-
cen situaciones in vitro de anafilaxia son importantes. Esto podria
ser fundamental en el descubrimiento de prometedoras dianas para
una futura prevencion terapéutica asi como en intervencion.

25. EXISTE UN PERFIL PROTEOMICO Y METABOLOMICO
EN SANGRE DE PACIENTES HIPERTENSOS CON VALOR
PRONOSTICO DE LA EFICIENCIA DE LA SUPRESION

DEL SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA

M. Baldan Martin', F. de la Cuesta’, L. Mourino Alvarez',
G. Alvarez Llamas?, L. Gonzalez Calero?, J. Segura®, L.R. Padial*,
F. Vivanco?, L.M. Ruilope® y M.G. Barderas'

'Laboratorio de Fisiopatologia Vascular, Hospital Nacional de
Parapléjicos (HNP), SESCAM, Toledo. ?Departamento de
Inmunologia, 11S-Fundacién Jiménez Diaz, Madrid. 3Unidad de
Hipertensién, Hospital 12 de Octubre, Madrid. “Departamento de
Cardiologia, Hospital Virgen de la Salud, Toledo. *Departamento
de Riesgo Cardiovascular e Hipertension, 11S-Hospital 12 de
Octubre, Madrid.

Objetivo: La albuminuria se define como una excrecion de albu-
mina en orina por encima de los niveles normales, a consecuencia de
un dafo renal, en pacientes con hipertension arterial (HTA), y es un
potente predictor de eventos cardiovasculares y renales. La supre-
sion del sistema renina-angiotensina (SRA) esta asociado con una
albuminuria prolongada o desarrollada de novo. El objetivo del pre-
sente estudio fue la busqueda de un perfil protedmico y metabolomi-
co en sangre de pacientes en ambas situaciones, en comparacion con
un grupo control de pacientes hipertensos con bloqueo del SRA.

Métodos: En este estudio, se han analizado proteinas y metabo-
litos en plasma, y el contenido proteico de microparticulas circu-
lantes, en pacientes con albuminuria, prolongada o desarrollada de
novo, frente a pacientes normoalbumin(ricos con HTA, con el fin de
identificar biomarcadores con valor prondstico. Para el analisis pro-
tedmico de las muestras de plasma sanguineo, se deplecionaron las
14 proteinas mayoritarias y se analizaron por electroforesis bidi-
mensional diferencial (2D-DIGE), y marcaje isobarico iTRAQ por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS/
MS). El analisis metabolémico fue realizado mediante cromatogra-
fia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS/MS). Por
otro lado, el contenido proteico de la microparticulas circulantes
de estos pacientes fue analizado mediante LC-MS/MS.

Resultados: El analisis proteémico y metabolomico del plasma
de estos pacientes ha permitido definir un grupo de proteinas y
metabolitos diferencialmente expresados, que nos han permitido

clasificar a los pacientes con albuminuria prolongada, albuminuria
de novo y normoalbuminuricos.

Conclusiones: El estudio realizado ha permitido definir un perfil
protedmico y metabolémico asociado con el desarrollo de albumi-
nuria que puede ser de gran utilidad en el seguimiento de pacien-
tes con HTA.

26. IMPLICACION DEL SISTEMA INTERLEUQUINA-33/ST-2
EN LOS EFECTOS DE LA ALDOSTERONA EN ADIPOCITOS

E. Martinez-Martinez', V. Cachofeiro?, E. Rousseau?, M. Miana?,
R. Jurado-Lopez?, F. Zannad?, P. Rossignol® y N. Lopez-Andrés'

'NavarraBiomed (Fundacién Miguel Servet), Pamplona.
2Universidad Complutense de Madrid, Facultad de Medicina,
Departamento de Fisiologia, Madrid. }INSERM, Centre
d’Investigations Cliniques-9501, UMR 1116, Université de Lorraine
and CHU, Nancy, Francia.

Objetivos: La interleuquina-33 (IL-33) y su isoforma transmem-
brana (ST2L) ejercen efectos protectores en el corazon, mientras
que la forma soluble circulante de ST2 (sST2) es un biomarcador
prondstico en pacientes con insuficiencia cardiaca. La aldosterona
(Aldo) y el sST2 estan aumentados en la obesidad mérbida, aunque
las posibles interacciones entre los dos sistemas no han sido anali-
zadas. El objetivo del estudio fue valorar el papel del sistema IL33/
ST2 en el tejido adiposo, asi como su interaccion con la Aldo en la
funcion adipocitaria. Asimismo, se evaluo si sST2 podria ser una
nueva diana terapéutica para reducir el remodelado del tejido adi-
poso asociado a la obesidad.

Métodos y resultados: Ratas Wistar alimentadas con dieta grasa
durante 6 semanas presentaron un aumento en el tejido adiposo de
IL-33 y sST-2 asi como un incremento en los marcadores de diferen-
ciacion, fibrosis e inflamacion. Los niveles de sST-2 en tejido adipo-
so se asociaron positivamente con los niveles plasmaticos de Aldo.
En la linea celular adipocitaria 3T3-L1, el tratamiento con IL-33 o
con ST2L retraso la diferenciacion, disminuy6 la acumulacion lipi-
dica, redujo los niveles de leptina y resistina y redujo la expresion
de marcadores proinflamatorios y profibréticos. El tratamiento con
sST2 aumento de forma especifica el colageno tipo 6 en los adipo-
citos 3T3-L1. La Aldo disminuy6 la expresion de IL-33 y aumento6 la
de sST2 via su receptor mineralocorticoide. Los procesos de dife-
renciacion, inflamacion y fibrosis inducidos por la Aldo fueron blo-
queados por la administracion de IL-33 o de ST2L en adipocitos.

Conclusiones: sST-2 esta sobre-expresado en la obesidad, mien-
tras que la actividad del sistema protector IL-33/ST-2L esta depri-
mida. IL-33 y ST2L inhiben la adipogénesis, la inflamacion y la fibro-
sis, mientras que sST2 induce la sintesis de colageno en tejido
adiposo. La Aldo disminuye la expresion del sistema protector de la
IL-33 y aumenta la expresion de la forma deletérea sST2 en adipo-
citos. Ademas, IL-33 y ST2L bloquean los efectos deletéreos de la
Aldo en adipocitos, sugiriendo que IL-33 y ST-2L pueden ser dianas
terapéuticas potenciales que regulen la respuesta de la Aldo en el
tejido adiposo.

27. PAPEL DE TOLL LIKE RECEPTOR-4 EN EL INCREMENTO
DEL ESTRES OXIDATIVO Y LA EXPRESION VASCULAR
DE CICLOOXIGENASA-2 EN HIPERTENSION

R. Palacios Ramirez', P. Rossi de Batista', A. Martin Cortés’,
R. Hernanz Martin', S. Martinez Revelles?, A. Aguado Martinez?,
L. Garcia Redondo?, M. Salaices Sanchez? y M.J. Alonso Gordo'

"Universidad Rey Juan Carlos, Alcorcon. 2Universidad Auténoma
de Madrid, Madrid.

Introduccion: El aumento en la actividad del sistema renina-
angiotensina parece contribuir al estrés oxidativo vascular y a la
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expresion de marcadores de inflamacion como ciclooxigenasa-2
(COX-2) observados en hipertension. Entre los mecanismos implica-
dos en los efectos pro-inflamatorios de angiotensina Il (Angll), la
activacion de la via de senalizacion de toll like receptor (TLR)-4
podria tener un importante papel. Numerosas evidencias indican
que TLR-4 es capaz de inducir la produccion de especies reactivas
de oxigeno (ROS) y de activar factores de transcripcion proinflama-
torios como NF-kB, el cual esta implicado en la activacion de la
expresion de COX-2. La via de sefializacion de TLR-4 contribuye al
desarrollo de diversas patologias cardiovasculares y, puesto que
puede mediar algunos efectos producidos por Angll, podria contri-
buir también al establecimiento de la hipertension y a las altera-
ciones vasculares que en ella se producen.

Objetivo: Analizar si el aumento de la actividad del sistema re-
nina-angiotensina descrito en hipertension contribuye al aumento
de COX-2 y ROS observados en esta patologia por mecanismos de-
pendientes de la via de sefalizacion de TLR-4.

Métodos: Se utilizaron segmentos de aorta de ratas normotensas
(WKY) y espontaneamente hipertensas (SHR), tratadas o no con el
antagonista de receptores AT, losartan (15 mg/Kg/dia, 12 semanas
en el agua de bebida) y de aorta de ratones control o infundidos
con Angll (1,44 mg/Kg/dia, 2 semanas, s.c.) tratados con un anti-
cuerpo anti-TLR-4 o con un anticuerpo control (1 pg/dia, i.p.). Asi-
mismo se utilizaron células de misculo liso de aorta (CMLV) de ra-
tas SHR y WKY. Los niveles de ARNm se determinaron por qRT-PCR,
la actividad NADPH oxidasa (NOX) por la quimioluminiscencia pro-
ducida por lucigenina y los niveles de anion superoxido por analisis
de fluorescencia con dihidroetidio y microscopia confocal.

Resultados: Los niveles de ARNm de TLR-4 fueron mayores tanto
en aorta como en CMLV de ratas SHR que en WKY; el tratamiento de
SHR con losartan redujo dichos niveles. Asimismo, la infusion de
Angll a ratones aumento la expresion de TLR-4 en aorta; el trata-
miento de ratones infundidos con Angll con anti-TLR-4 redujo la
presion arterial. En CMLV de SHR, Angll (0,1 pM) también incremen-
to la expresion de TLR-4. Ademas, Angll aument¢ la actividad de la
NOX, la produccion de anion superdxido y la expresion de COX-2;
todos estos parametros fueron reducidos por el antagonista de TLR-
4 CLI-095 (1 mM). Tanto el inhibidor de la NOX Apocinina (30 pM),
como el inhibidor de la subunidad catalitica NOX-1 ML171 (0,5 mM),
redujeron la expresion de COX-2 inducida por Angll.

Conclusiones: El aumento de TLR-4 inducido por Angll participa
en el desarrollo de hipertension, asi como en la produccion de ROS
y en la expresion de COX-2 originados por este factor humoral.
Experimentos adicionales son necesarios para confirmar si TLR-4
participa también en las alteraciones en la funcion y estructura
vascular que se observan en hipertension.

Subvencionado por el MINECO (SAF2012-36400), ISCIll (RD12/
0042/0024) y la URJC (PRIN13_CS12).

28. PAPEL DE LA LEPTINA EN LAS ALTERACIONES
VASCULARES ASOCIADAS A LA OBESIDAD

M. Miana', E. Martinez-Martinez', R. Jurado’, M.V. Bartolomé?,
A.M. Briones?®, N. Lopez* y V. Cachofeiro’

"Universidad Complutense de Madrid, Facultad de Medicina,
Departamento de Fisiologia, Madrid. Universidad Complutense
de Madrid, Facultad de Psicologia, Departamento de Oftalmologia
y Otorrinolaringologia, Madrid. 3Universidad Auténoma de
Madrid, Facultad de Medicina, Departamento de Farmacologia,
Madrid. “NavarraBiomed, Fundacion Miguel Servet, Pamplona.

Objetivo: Valorar la posible implicacion de la leptina en el remo-
delado vascular asociado a la obesidad con especial interés en la
produccion de componentes de matriz extracelular.

Métodos: Se evaluaron los componentes de matriz extracelular
(MEX) y los niveles de O, en la aorta de ratas macho Wistar alimen-

tadas durante 6 semanas con una dieta con alto contenido en grasa
(33.5%), o una dieta estandar (CT; 3,5%). Asimismo se observaron
los efectos de leptina (100 ng/ml) sobre los componentes de la MEX
y la produccién de anién superoxido (0,”) en presencia o ausencia
del antioxidante melatonina (102 mmol/L) y del inhibidor de la via
PI3K/Akt, el LY294002 (2 x 10 mmol/L) en células de musculo liso
vascular (CMLV) procedentes de rata adulta.

Resultados: La dieta con alto contenido en grasa produjo un in-
cremento en el peso corporal (26%; p < 0,01) con respecto a los
animales CT. Los animales obesos mostraron niveles elevados (p <
0,05) tanto de leptina circulante como vascular, colageno total,
colageno tipo |, fibronectina, TGF-p, CTGF, fosforilacion de Akt y
0, con respecto a los animales CT. Los niveles de leptina adrticos
se correlacionaron con los niveles de colageno total, colageno tipo
I, TGF-p y CTGF. La leptina incremento los niveles (p < 0,05) de
colageno tipo I, fibronectina, TGF-B, CTGF, O,y la fosforilacion de
Akt en CMLV. La presencia tanto de melatonina como de LY294002
previno (p < 0,05) estos cambios a excepcion de la produccion de
0,7, en el caso del inhibidor de la via PI3K/Akt.

Conclusiones: La obesidad se asocia con un aumento de matriz
extracelular lo que sugiere una mayor rigidez de la aorta. En este
remodelado vascular parece participar la leptina mediante la pro-
duccién de componentes de la MEX en CMLV a través de la activa-
cion de estrés oxidativo-via PI3K/Akt y la produccion de factores
profibréticos como TGF-f y CTGF.

29. “ESCAPE” DE ALBUMINURIA Y ESTRES OXIDATIVO
EN PACIENTES HIPERTENSOS BAJO BLOQUEO CRONICO
DEL SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA-ALDOSTERONA

G. Ruiz Hurtado', L. Condezo Hoyos?, H. Pulido Olmo?,
I. Aranguez*, M.C. Gonzalez?, S. Arribas?, C. Cerezo', J. Segura',
M. Fernandez Alfonso® y L.M. Ruilope’

'Instituto de Investigacion i+12, Hospital Universitario 12 de
Octubre, Madrid. 2Departamento de Fisiologia, Facultad de
Medicina, UAM, Madrid. 3Instituto Pluridisciplinar y Facultad de
Farmacia, UCM, Madrid. “Departamento de Bioquimica, Facultad
de Farmacia, UCM, Madrid.

Objetivo: La albuminuria se considera un marcador temprano de
dano en el eje cardiovasculo-renal con un fuerte valor predictivo
en la aparicion de futuras complicaciones cardiovasculares y rena-
les en los pacientes hipertensos, diabéticos y en la poblacion gene-
ral. Recientemente se ha descrito un “escape” de albuminuria tam-
bién conocido como albuminuria “de novo” no controlado en
pacientes hipertensos bajo bloqueo crénico del sistema renina-an-
giotensina-aldosterona (RAAS) a pesar del buen control de los valo-
res de presion arterial. El objetivo de este estudio fue analizar si
este escape de albuminuria podria estar relacionado con un au-
mento del estrés oxidativo en estos pacientes.

Métodos: Utilizamos muestras plasmaticas de pacientes nor-
moalbuminuricos (n = 21) y albuminuricos (n = 20) en estadio 2 de
desarrollo de enfermedad crénica renal recogidas en la Unidad de
Hipertension del Hospital 12 de Octubre de Madrid. En estas mues-
tras se analizaron diferentes marcadores de dano oxidativo, como
el contenido total de carbonilos y de malondialdehido (MDA). Por
otro lado, se determinaron diferentes marcadores de la defensa
antioxidante tanto enzimatica (actividad de superdxido dismutasa
y de catalasa), como de la defensa antioxidante no enzimatica de-
pendiente de los antioxidantes de bajo peso molecular (contenido
de glutation, de grupos tioles, de acido Urico y de bilirrubina).
Ademas, se analiz6 la capacidad antioxidante total denominada
TAC (total antioxidant capacity) de cada muestra.

Resultados: Los pacientes albumindricos presentaron un mayor
dano oxidativo reflejado por del incremento significativo del conte-
nido en carbonilos (p < 0,001) y en MDA (p < 0,05). Este dano oxida-
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tivo vino acompanado por un aumento significativo de la actividad
de la catalasa (p < 0,05) y de los antioxidantes de bajo peso mole-
cular pero sélo cuando éstos fueron medidos como TAC (p < 0,01),
sin encontrarse diferencias significativas cuando ellos fueron medi-
dos individualmente. Con el objetivo de establecer un estatus oxi-
dativo en estos pacientes se definieron nuevos indices globales de
dafio oxidativo y defensa antioxidante utilizando una aproximacion
matematica y estadistica con los resultados obtenidos de cada pa-
rametro analizado. Los indices establecidos para dafo oxidativo y
defensa antioxidante se encontraron incrementados significativa-
mente, pero solamente el indice pro-oxidante tenia una correla-
cion directa y positiva con el incremento en el escape de albuminu-
ria de los pacientes (r = 0,4907; p < 0,0024).

Conclusiones: Estos resultados establecen una relacion directa
entre la aparicion de una albuminuria “de novo” no controlada y el
incremento del dano oxidativo en un grupo de pacientes hiperten-
sos con presion arterial controlada con terapia anti-hipertensiva
con inhibidores del RAAS.
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